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наличие природных очагов чумы во многих 
регионах мира предопределяет возможность воз-
никновения и эпидемического распространения 
этой инфекции. более того, в последние годы наме-
тилась тенденция к росту числа случаев заболева-
ния чумой. так, за неполные четыре месяца 2017 г. 
(август–сентябрь) на о. мадагаскар зарегистриро-
вано 2348 случаев заболевания, включая подтверж-

денные, вероятные и сомнительные, из которых 202 
с летальным исходом [1]. вместе с тем последние 
десятилетия характеризуются резким ростом анти-
биотикорезистентности возбудителей многих бак-
териальных инфекций, в том числе и чумы [2, 3, 
4]. учитывая такие особенности патогенеза чумы, 
как относительно короткий инкубационный пе-
риод, стремительное развитие симптомов заболе-
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цель – оценить влияние специфических бактериофагов и гентамицина на морфо-функциональные свой-
ства бактерий вакцинного штамма Yersinia pestis EV. материалы и методы. в работе использовали вакцинный 
штамм Y. pestis EV линии нииэг, бактериофаги чумной покровской и псевдотуберкулезный диагностический. 
микробную культуру выращивали на плотной и в жидкой питательных средах при температуре 27 °с в течение 
20–24 ч. совместную инкубацию бактерий и бактериофага или гентамицина проводили при температуре 27 °с в 
течение 20 мин или 37 °с в течение 2 ч соответственно. препараты культур исследовали методом просвечиваю-
щей электронной микроскопии. результаты и обсуждение. проведена оценка влияния условий культивирова-
ния и различных стрессорных факторов на процесс везикулообразования клетками вакцинного штамма Y. pes-
tis EV. определены характер и выраженность морфофункциональных изменений в клетках Y. pestis EV в ответ 
на воздействие бактериофагами (чумной покровской и псевдотуберкулезный) или антибиотиком (гентамицин). 
установлено, что совместная инкубация в течение 20 мин Y. pestis EV с бактериофагом покровской или гентами-
цином приводит к увеличению продукции внеклеточных везикул и сопровождается развитием дегенеративных 
изменений бактериальных клеток. 
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Abstract. Objective was to assess the effect of specific bacteriophages and gentamycine on the morphological-func-
tional properties of bacteria in the vaccine strain Yersinia pestis EV. Materials and methods. The vaccine strain Y. pes-
tis EV, Pokrovskaya bacteriophage and the pseudotuberculous diagnostic bacteriophage were used for the study. The 
microbial culture was grown on solid and in liquid growth media at 27 °C for 20–24 h. The co-incubation of bacteria 
and bacteriophage or gentamycine was carried out at 27 °C for 20 minutes or at 37 °C for 2 hours, respectively. Culture 
preparations were examined by transmission electron microscopy. Results and discussion. The influence of cultivation 
conditions and various stress factors on the vesicle production by the vaccine strain Y. pestis EV cells was evaluated. The 
nature and intensity of morphological-functional changes in Y. pestis EV cells in response to the effect of bacteriophages 
(plague Pokrovskaya and pseudotuberculous bacteriophages) or an antibiotic (gentamycine) were determined. It was 
established that co-incubation of Y. pestis EV with Pokrovskaya bacteriophage or gentamycine for 20 min leads to the 
increase in the production of extracellular vesicles and is accompanied by the development of degenerative changes in 
bacterial cells.
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вания, а также высокую смертность и контагиоз-
ность возбудителя, вопросы выбора эффективной 
схемы лечения имеют принципиальное значение 
для предупреждения смертельного исхода болезни 
и эпидемического распространения инфекции. в 
этой связи, применительно к таким особо опасным 
бактериальным инфекциям как чума, становится 
особенно актуальным поиск альтернативных анти-
биотикопрофилактике или дополняющих ее под-
ходов, основанных на применении специфических 
бактериофагов. с наступлением эры антибиотиков 
утраченный во второй трети хх в. интерес к фаготе-
рапии сейчас начинает активно восстанавливаться. 
это выражается, в частности, в проведении иссле-
дований, направленных на изучение эффективности 
фаготерапии в модельных опытах, фармакокинети-
ки фагов, их цитотоксичности в отношении клеток 
макроорганизма, на исследование механизмов взаи-
модействия «бактерия – бактериофаг» [5]. 

везикулообразование является достаточно 
универсальной и многофункциональной физиоло-
гической особенностью бактерий, интенсивность 
которой усиливается в стрессовых для микроба 
условиях. продукция везикул признается одним 
из эффективных механизмов агрессии бактерий в 
отношении клеток хозяина, но, в то же время, это 
и способ защиты патогена от действия факторов 
внешней среды [6, 7]. недавно установлена способ-
ность вирулентных бактерий Yersinia pestis образо-
вывать внеклеточные везикулы [8, 9], однако их зна-
чимость в жизнедеятельности данного возбудителя 
практически не исследована. изучение процесса 
везикулообразования у Y. pestis в разнообразных 
стрессовых условиях открывает перспективу пони-
мания молекулярных механизмов, участвующих в 
реализации патогенности возбудителя чумы, и по-
иска эффективных средств терапии и профилакти-
ки этой опасной болезни.

целью настоящей работы явилась оценка влия-
ния специфических бактериофагов и гентамицина 
на морфофункциональные свойства бактерий вак-
цинного штамма Y. pestis EV.

материалы и методы

в работе использованы культуры Y. pestis вак-
цинного штамма EV линии нииэг, бактериофаги 
чумной покровской и псевдотуберкулезный диа-
гностический, полученные из государственной кол-
лекции патогенных бактерий Фкуз роснипчи 
«микроб». микробную культуру выращивали 
на плотной (на основе бтн-агара производства 
«биотехновация», россия) и жидкой (на основе со-
лянокислотного гидролизата казеина производства 
Фбун гнц пмб, оболенск, россия) питательных 
средах при температуре 27 °с в течение 20–24 ч. 
совместную инкубацию бактерий (~1·109 м.к./мл) 
и бактериофага (~1·109 бое/мл) или гентамицина 
(20 мкг/мл) (борисовский завод медицинских препа-

ратов, беларусь) проводили при температуре 27 °с 
в течение 20 мин или температуре 37 °с в течение 
2 ч соответственно. эти препараты, а также кон-
трольные препараты (интактные, необработанные 
бактерии) фиксировали 2,5 % глутаровым альдеги-
дом («Sigma-Aldrich», сШа) и исследовали методом 
просвечивающей электронной микроскопии (пэм) 
в негативно окрашенном (2 % уранилацетат, «Sigma-
Aldrich», сШа) и неокрашенном виде. ультратонкие 
срезы контрастировали в растворе уранилацетата и 
азотнокислого свинца («Sigma-Aldrich», сШа) по 
E.S. Reynolds [10]. снимки получали на электронном 
микроскопе JEM-2100 («Jeol», япония) при ускоря-
ющем напряжении 160 кв. за клетки, образующие 
везикулы, принимали такие, на теле которых и/или в 
непосредственной близости вокруг них выявлялись 
отдельные везикулы и/или их агрегаты. 

результаты и обсуждение

в ходе предварительных исследований уста-
новлено, что клетки вакцинного штамма Y. pestis EV 
при выращивании на плотной и жидкой питательных 
средах способны экскретировать во внеклеточное 
пространство везикулы размером 8–120 нм. однако 
доля везикулообразующих клеток оказалась низ-
кой – как правило, значительно меньше 10 %.

результаты электронно-микроскопического ис-
следования препаратов показали, что для контроль-
ной, не обработанной бактериофагом или антибиоти-
ком, поверхностной культуры Y. pestis EV характерна 
морфологическая однородность бактериальных кле-
ток, имеющих типичную цилиндрическую форму с 
закругленными концами (рисунок, a). у небольшой 
части популяции на поверхности клеток отмечали 
тонкий неравномерный слой матрикса, часто фраг-
ментарный. наличие везикул регистрировали лишь 
у малой части клеток. культуры нередко содержали 
небольшие плотные агрегаты бактерий. на ультра-
тонких срезах видно, что клеточная стенка не имеет 
выраженной извилистости, протоплазма относитель-
но однородная во всем объеме клетки, нуклеоид не 
выделен, периплазматическое пространство равно-
мерное, выраженных включений или вакуолизации 
не отмечено (рисунок, b). 

после 20 мин инкубации поверхностной куль-
туры Y. pestis EV с бактериофагом покровской боль-
шинство бактерий значительно изменило свои раз-
меры (таблица) и морфологию. появились клетки с 
«обрубленными» концами, пустотами на полюсах и 
выраженной бугристостью поверхности (рисунок, c, 
d). слой матрикса на клетках был рыхлым и неодно-
родным и мало отличался от контроля. выявлено 
некоторое повышение, по сравнению с контролем, 
доли клеток, продуцирующих везикулы (рисунок, 
e). свободно лежащие в культуре фаговые частицы 
обнаруживались крайне редко, однако, в нескольких 
случаях зафиксированы клетки, достаточно густо по-
крытые фаговыми частицами (рисунок, f). очевидно, 
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это вторичная генерация фаговых частиц, высвобо-
дившихся из разрушенной клетки и адгезировавших-
ся на соседней, до этого неинфицированной клетке. 
для осуществления полного цикла лизиса очень 
малой доли клеток оказалось достаточно 20 мин ин-
кубирования бактерий со специфическим фагом. на 
это указывает и появление мертвых бактерии в виде 
пустых оболочек. на ультратонких срезах хорошо 
видны изменения морфологии бактерий – повышен-
ная извилистость клеточной стенки, просветление в 
области нуклеоида, более плотная протоплазма, ча-
сто с гранулами электронно-прозрачных включений. 
цитоплазма таких клеток отходит (обычно на полю-
сах) от клеточной стенки с образованием крупных 
округлых просветлений (рисунок, d). 

инкубация культуры Y. pestis EV с псевдоту-
беркулезным диагностическим бактериофагом, ко-
торый, по результатам наших предварительных ис-
следований, эффективно лизирует бактерии чумного 
микроба, приводила к аналогичным, но менее выра-
женным изменениям морфологии клеток.

интактные клетки (контроль) Y. pestis EV глу-
бинной культуры практически не отличались по 

морфологической картине от клеток, выращенных 
на плотной питательной среде. но отмечено, что 
глубинные культуры характеризовала несколько 
большая длина клеток (таблица), содержание де-
лящихся бактерий и меньшая склонность к агре-
гации. однако при взаимодействии с бактериофа-
гом покровской у глубинных культур не выявле-
но столь резкого изменения морфологии клеток. 
большинство клеток в меньшей степени измени-
ли свои характерные форму и размеры, отличие в 
основном проявилось в более выраженной активи-
зации процесса везикулообразования (таблица) и 
появлении мертвых бактерий, представленных пу-
стыми оболочками клеток, как в результате выхода 
вторичных фаговых частиц. инкубация с псевдоту-
беркулезным бактериофагом бактерий, выращен-
ных в жидкой питательной среде, не вызвала повы-
шения уровня везикулообразования. 

при инкубировании глубинной культуры Y. pes-
tis EV в присутствии антибиотика гентамицина, эф-
фективного при лечении чумы, наблюдали уменьше-
ние длины клеток без резко выраженных изменений 
иных морфологических особенностей бактерий и 

просвечивающая электронная микроскопия кле-
ток штамма Y. pestis EV: a, b – интактных, c, d, 
e, f – обработанных бактериофагом покровской; 
a, b, c, d – бактерии выращены на плотной,  
e, f – жидкой питательных средах; 1 – везикулы, 
2 – фаговые частицы 

Transmission electron microscopy of the cells of 
Y. pestis EV strain: a, b – intact ones, c, d, e, f – 
treated with Pokrovskaya bacteriophage; a, b, c, 
d – bacteria were grown on solid medium, e, f – on 
liquid medium; 1 – vesicles, 2 – phage particles
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степени везикулообразования (таблица). 
известно, что внеклеточные везикулы грам-

отрицательных бактерий играют важную роль во 
взаимодействии патогенов с организмом хозяина. 
молекулярный профиль внеклеточных везикул, на-
ряду с другими факторами, определяет способность 
патогена противостоять агрессивной среде макроор-
ганизма [8]. экспериментально установленное влия-
ние различных внешних воздействий на качествен-
ные и количественные характеристики везикулоо-
бразования [11, 12] делает возможным направлен-
ное получение везикул с определенным составом. 
в литературе обсуждается возможность влияния на 
процесс везикулообразования у микроорганизмов 
воздействием целого ряда стрессорных факторов 
[13]. применение стрессоров (бактериофагов, анти-
биотика) в нашем исследовании позволило оценить 
их влияние на характер морфофункциональных из-
менений клеток вакцинного штамма Y. pestis EV. 
детальное электронно-микроскопическое исследо-
вание везикулоподобных образований на поверхно-
сти клеток чумного микроба и химический анализ 
их состава свидетельствуют о достаточно высокой 
схожести характеристик внеклеточных везикул у 
бактерий целого ряда таксонов [9, 14]. электронно-
микроскопическая картина везикул, продуцируемых 
клетками вариантов вирулентного штамма Y. pestis 
со92, лишенных плазмиды кальцийзависимости 
[8], очень близка к полученной нами, однако сред-
ний размер везикул (∼100 нм), определенный авто-
рами цитируемой работы, оказался существенно 
выше по сравнению с нашей оценкой. выявленная 
нами способность клеток вакцинного штамма Y. pes-
tis EV, утратившего pgm-локус хромосомной днк 
[15], к продукции внеклеточных везикул, согласу-
ется с данными, полученными A.M. Kolodziejek et 
al. [9] при изучении клеток Y. pestis KIM6– (pgm–) 
и KIM6+ (pgm+). следовательно, наличие генов ло-
куса пигментсорбции не является существенным в 
реализации феномена везикулообразования у клеток 
чумного микроба. считается, что внеклеточные ве-
зикулы принимают участие в образовании бактери-

альных биопленок [16, 17]. однако применительно 
к патогенным иерсиниям это положение в полной 
мере отнести, очевидно, нельзя, поскольку свойство 
биопленкообразования у Y. pestis и Y. pseudotubercu-
losis связано с носительством клетками pgm-области 
хромосомной днк [18], а вышеприведенные данные 
литературы [9] и результаты наших экспериментов 
указывают на независимость процесса продукции 
везикул от наличия pgm-локуса. по всей видимости, 
везикулы Y. pestis не являются обязательными ком-
понентами биопленки, и их значимость для возбу-
дителя в условиях in vitro и in vivo лишь предстоит 
исследовать. 

мы регистрировали уровень везикулообразова-
ния в том числе и у бактерий, выращенных в усло-
виях in vitro, способствующих их росту и размноже-
нию, без воздействия стрессорных факторов. при 
этом доля таких «интактных» клеток Y. pestis EV, 
продуцирующих везикулы, по сравнению с жидкой 
питательной средой оказалась несколько выше при 
культивировании бактерий на плотной питательной 
среде. под действием выбранных стрессорных фак-
торов (бактериофаги, антибиотик) происходило не 
только усиление везикулообразования, но и нараста-
ние дегенеративных изменений микробных клеток.

таким образом, совместная инкубация в те-
чение 20 мин клеток Y. pestis EV с бактериофагом 
покровской или гентамицином приводит к увели-
чению продукции внеклеточных везикул и сопрово-
ждается развитием дегенеративных изменений бак-
териальных клеток.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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